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Нитраты, нитриты и окислы азота являются наиболее широко 
распространенными соединениями среды обитания современного человека
[1]. Эти вещества синтезируются эндогенно из L-аргинина [2-7,9,11,14], а 
также широко используются в медицине [8,17-21]. Обладая способностью 
снижать внутриклеточную концентацию ионов Са~+ в гладкомышечных 
клетках, N 0  вызывает вазодилатацию [6,11,17]. Вместе с тем, известны и 
такие данные, когда вместо вазодилатации авторы некоторых
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исследований наблюдают вазоконстрикцию в ответ на применение N 0- 
генерирующих соединений [11,17]. Противоположным
(вазоконстрикторным) действием обладает вазоактивный пептид -  
эндотелин-1,2 (эндотелии) [15,16.22]. Высказывается предположение, что 
эндотелии играет важную роль в регуляции регионального кровотока в 
гипоксических условиях. Наибольшая плотность клеток, содержащих 
мРНК эндотелина, локализуется в гипоталамусе, что свидетельствует о 
регуляторном значении эндотелина в мозговой ткани [22,23]. Известно, что 
эндотелии стимулирует высвобождение некоторых гормонов, 
эйкозаноидов, эндотелийзависимого фактора расслабления сосудов 
[20,22,23]. Таким образом, N 0  и эндотелии являются активными 
вазорегуляторами [9, 10, 22, 23] и нарушение их баланса в крови может 
играть важную роль как в патогенезе сосудистых расстройств, приводящих 
к нарушению кровообращения, так и в реализации компенсаторно­
приспособительных реакций при различных гипоксических состояниях. 
Целью настоящего исследования явилось исследование роли оксида азота 
и эндотелина в реализации компенсаторно-приспособительных 
механизмов при гемической форме гипоксии.
М атеримы и методы исследований
Работа выполнена на крысах-самцах весом 180-200 г (71 
беспородная крыса и 12 крыс Wistar). Раствор N aN 02 вводили 
внутрибрюшинно в объеме 0,5 мл в дозе 5 мг/100 г массы тела. Кровь 
брали через 1 ч после введения этого вещества, когда уровень метНЬ для 
данной дозы нитрита достигал максимального значения. Содержание белка 
в сыворотке крови определяли по методу Лоури, альбумина -  
колометрическим методом с бромкрезоловым зеленым, гемоглобина и 
метНЬ -  унифицированными методами, суммарного а-аминоазота -  по 
методу Рубинштейна и Прайса [см.15,16]. Белки и пептиды сыворотки 
крови разделяли методом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) с ультрафиолетовым детектором при X = 280 нм на приборе 
фирмы “Waters” (США). Кровь для определения содержания эндотелина и 
cGMP брали из яремной вены, а для определения содержания гемоглобина, 
метгемоглобина, общего белка, альбумина и хроматографического 
разделения белков -  из хвостовой вены. Образцы крови собирали в 
пробирки, содержащие 7,5 мМ ЭДТА. Для получения плазмы кровь 
центрифугировали в течение 10 мин при 2000 g (t=4°C) и хранили до 
начала анализа при -20°С). Экстракцию и очистку эндотелина из 
подкисленной 0,25 мл 2М НС1 плазмы осуществляли последовательным 
элюированием 5 мл 0,1 % трифторуксусной кислоты (ТФК) и 2 мл 80% 
метанола с 0,1% ТФК на колонках Amprep 500 mg С2 (“Amersham”). 
Последнюю фракцию, содержащую эндотелии, высушивали в атмосфере 
азота и использовали для определения содержания эндотелина с помощью 
радиоиммунологических наборов фирмы “Amersham”. Для определения
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содержания cGMP в плазме крови применяли этанольную экстракцию с 
последующим высушиванием под струей азота и спектрофотометрическим 
определением при А. = 492 нм с помощью иммуноферментных наборов 
фирмы “Экрос”. Спектры электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) 
крови измеряли на ЭПР-спектрометре отражательного типа с двойной 
модуляцией магнитного поля [17].
Результаты и их обсуждение
Показано, что поступление нитритов в дозе 5 мг/100 г массы тела 
вызывает через 1 ч максимальное для данной дозы нитритов накопление 
метНЬ (68,7% ± 1,3, р<0,001. Следовательно, и гипоксия в это время 
достигает своего максимального значения. Содержание общего белка в 
сыворотке крови через 1 ч после введения нитрита натрия достоверно 
снижалось на 33 % (р< 0,001), альбумина -  на 50%, а гемоглобина -  на 22% 
(р<0,001). В дальнейшем было установлено, что такое снижение 
содержания белка как в сыворотке крови, так и внутри эритроцитов 
связано прежде всего с переходом белка из растворимого в мембранно­
связанное состояние. Анализ данных литературы и своих собственных 
результатов позволил предположить, что такой переход белков из 
цитоплазмы в примембранную область может как защищать мембраны от 
повреждающего действия оксида азота, так и активировать многие 
ферменты, которые обладают более высокой активностью в мембранно­
связанной форме [17]. Одновременно с уменьшением содержания белков в 
сыворотке крови наблюдали повышение на 57% уровня а-аминоазота 
(р<0,001). Одной из причин наблюдаемых изменений могла явитьтся 
активация эндопептидаз и усиление деструктивных изменений белков под 
действием свободно радикальных соединений NO и N 0 2, образующихся 
при нитритной гипоксии. Разделение белков и пепетидов методом ВЭЖХ 
подтвердило результаты исследований, полученных с использованием 
метода спектрофотометрии. Наиболее заметное снижение содержания 
белков было отмечено для фракции с молекулярной массой 60-70 кДа 
(альбумин). Напротив содержание пептидов с молекулярной массой 2,0-4,0 
кДа повышалось. При этом максимум увеличения содержания отмечали 
для фракции с молекулярной массой 2,5 кДа. В состав этой фракции может 
входить достаточно большое количество физиологически активных 
пептидов, содержание которых может изменяться в ходе реализации 
компенсаторно-приспособительных изменений при гемической форме 
гипоксии. Одним из пептидов, молекулярная масса которого равна 2,492 
кДа, является эндотелии. Этот пептид, как указывалось выше обладает 
вазоконстрикторным действием и высвобождается при гипоксии и 
усилении синтеза N 0  в организме млекопитающих [16,17]. Поэтому можно 
было предполагать, что содержание эндотелина в крови при гемической 
гипоксии будет изменяться.
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Определение содержания эндотелина в плазме крови крыс спустя 1 
ч после введения NaN02 в дозе 5 мг/100 г массы тела выявило повышение 
концентрации этого пептида более чем в два раза по сравнению с 
контрольными животными (в опыте 42,34 ±7,76 пкмоль/л; в контроле -  20,
1 ± 1,84 пкмоль/ к, р < 0,01). В этот период регистировали образование НЬ- 
NO комплесов. Содержание этих комплексов составляло 10-15% от общего 
содержания НЬ и было равно ~ 2х10'4М. Следовательно, при повышенном 
поступлении нитросоединений и гипоксии в организме идет интенсивное 
образование Hb-NO комплексов, что, в свою очередь, сопровождается 
увеличением синтеза эндотелина. Определение концентрации cGMP в 
плазме крови одновременно с содержанием эндотелина показало 
повышение этого нуклеотида в 3 раза после введения N aN 02 (42,8 ± 12,9 
нмоль/л -  в опыте и 14,0 ± 2,77 нмоль/л -  в контроле, р< 0,05). Такое 
изменение содержания cGMP в плазме крови крыс могло явиться 
следствием активации NO растворимой гуанилагциклазы в клетках тканей. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что гемическая гипоксия и 
изменение сосудистого тонуса по типу вазодилатации, отмеченные 
многими исследователями на фоне действия нитропрепаратов, 
сопровождаются активацией компенсаторных систем, одним из 
действующих элементов которых является эндотелии, обладающий 
вазоконстрикторным действием.
Известно, что при связывании с пептидэргическими рецепторами 
эндотелии активирует Са2+-мобилизующую систему, а вместе с ней и 
синтез NO, который при взаимодействии с растворимой гемсодержащей 
гуанилатциклазой увеличивает ее активность и повышает уровень cGMP 
[12]. Таким образом, повышение содержание веществ, обладающих 
вазоконстрикторным действием (эндотелина) приводит к усилению 
синтеза соединений, способных вызывать вазодилатацию (NO и cGMP), а 
усиление образования оксида азота при гемической гипоксии активирует 
синтез эндотелина. Поэтому нередко после вазодилатации может 
наступить вазоконстрикция и, наоборот, вазоконстрикция может 
смениться вазодилатацией [16,17]. Такое сопряжение регуляторных 
систем, по-видимому, необходимо для обеспечения организма 
эффективной регуляцией с участием механизмов отрицательной обратной 
связи.
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